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(54) Verfahren zur Erfassung von Oberf IBchenantigenen Oder Strukturmerkmalen von Zellen, 
Partikeln oder Makromolekulen 



(57) Werden Zellen, Partikel Oder Makromolekule 
mit fluoreszenzmarkierten Antikflrpem Oder Liganden 
fluoreszenzmarkiert und in lichtdurchlassigen Reakti- 
onsgefa&en einem flQssigen Oder gelartigen Medium 
aufgeschichtet und zentrifugiert, so kommt es zu einer 
Sedimentation und/oder Auftrennung der Bestandteile 
im Medium. Gegenuber einer Lichtquelie (6) mitfluores- 
zenzanregendem Spektrum entstehen Fluoreszenz- 
bandenmuster, die visuell erfaGt oder mittels Scanner 
oder CCD-Sensor registriert werden. Alternativ kann 
wahrend der Zentrifugation eine orts- und/oder zeitauf- 
gelGste Fluoreszenzmessung durch Zentrifugalanalyse 
erfolgen. Dabei erzeugt eine stationare oder radiar 



bewegliche Optik (6,7,8) einen punktfOrmigen mono- 
chromatischen Anregungsstrahl, der beim Auftreffen 
auf fluoreszenzmarkierte Bestandteile im Medium eine 
Fluoreszenzlichtemission erzeugt, die durch einen 
Fluoreszenzdetektor (7) erfaRt wird, der auf den jeweili- 
gen Anregungsort im Medium fokusiert ist. Dabei ist 
gewahrleistet, daB wahrend der Zentrifugation jeweils 
innerhalb einer Rotorumdrehung die Fluoreszenzinten- 
sitat in alien lichtdurchlassigen ReaktionsgefaBen (3) 
erfaBt wird. Die Steuerung ubernimmt eine Zentralein- 
heit. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren und eine Vor- 
richtung zur Erfassung von Oberflachenantigenen Oder 
Strukturmerkmalen von Zellen, Partikeln oder Makro- 
molekulen. 

Werden Vollblut, Leukozytenkonzentrat, mononu- 
kleare Zellen (nach Dichtegradientenzentrifugation aus 
Vollblut), plattchenreiches Plasma, subzellulare Partikel 
oder Makromolekule (DNA, RNA) mit fluoreszenzmar- 
kierten Antikflrpern oder Liganden inkublert, die spezi- 
fisch gegen Oberflachenantigene oder Struktur- 
merkmale dieser Bestandteile gerichtet slnd, so binden 
die fluoreszenzmarkierten AntikOrper oder Liganden 
sich spezifisch an korrespondierende Oberflachenanti- 
gene oder Strukturmerkmale dieser Bestandteile. Dabei 
kann bei Bedarf eine Mehrfachmarkierung vorgenom- 
men werden, z.B. indem man AntikOrper oder Liganden 
unterschiedlicher Spezifitat mit verschiedenen Fluoro- 
chromen koppelt, die bei Anregung Fluoreszenzlicht 
unterschiedlicher Wellenlangen erzeugen. Wird ein der- 
artiger Reaktionsansatz in lichtdurchlassigen Reakti- 
onsgefaBen einem fliissigen oder gelartigen Medium 
(z.B. aus Mikroglaskugelchen, Latexpartikeln, Dextran 
oder Zellulose) aufgeschichtet und anschlieBend zentri- 
fugiert, so sedimentieren die Bestandteile im Medium 
gemaB ihren unterschiedlichen physikalischen Eigen- 
schaften und gemaB der PorengrOBe im Gel unter- 
schiedlich schnell, sodaB sich idealerweise eine 
bandenartige Auftrennung der Bestandteile abzeichnet. 
Die verschiedenen Banden reprasentieren z.B. unter- 
schiedliche Zellen, die mit Ausnahme der roten Zellen 
keine Eigenfarbe besitzen und somit bei Tageslicht nicht 
sichtbar sind. Durch die spez'rfische Markierung von 
Oberflachenantigenen mit fluoreszenzmarkierten Anti- 
kOrpern kOnnen alle Banden mit fluoreszenzmarkierten 
Bestandteilen (Zellen) gegenOber einer Lichtquelle mit 
fluoreszenzanregendem Spektrum sichtbar gemacht 
werden. Die Ablesung der Fluoreszenzbanden kann 
nach AbschluB der Zentrifugation visuell oder maschi- 
nell erfolgen. Dabei kflnnen die lichtdurchlassigen 
ReaktionsgefaBe uber einen Scanner mit einer beweg- 
lichen Optik, die einen punktfOrmigen monochromati- 
schen Anregungsstrahl erzeugt und einen 
Fluoreszenzdetektor, der auf den jeweiligen Anre- 
gungsort im ReaktionsgefaB fokusiert ist, abgescannt 
werden. Die Fluoreszenzintensitat uber den Reaktions- 
gefaBen wird ortsauflflsend erfaBt. Alternativ kann das 
Fluoreszenzmuster mit dem CCD-Sensor einer Kamara 
erfaBt werden und Qber ein nachgeschaltetes Compu- 
terprogramm ausgewertet werden. Eine weitere Detek- 
tionsmOglichkeit ist uber eine Zentrifugaianalyse 
mtfglich. Dabei werden die Fluoreszenzintensitaten 
Qber den ReaktionsgefaBen, die in radiarer Anordnung 
auf einem Rotor angeordnet sind, mittels einer stationa- 
ren oder radiar beweglichen Optik wahrend der Zentri- 
fugation orts- und/oder zeitaufgelOst registriert. Die 
Optik erzeugt dabei einen punktfOrmigen monochroma- 



tischen Anregungsstrahl, der auf das Medium innerhalb 
der lichtdurchlassigen ReaktionsgefaBe ausgerichtet 
ist. Trifft der Strahl auf fluoreszenzmarkierte Bestand- 
teile, wird eine ungerichtete Fluoreszenzstrahlung 

5 erzeugt, die durch einen Fluoreszenzdetektor erfaBt 
wird, der auf den jeweiligen Anregungsort im Reaktions- 
gefaB fokusiert ist. Bei der Zentrifugaianalyse, die ein 
bekanntes Rattonalisierungsprinzip darstellt, kcrinen 
mehrere Messungen zeitgleich erfolgen und ausgewer- 

10 tet werden. 

Aus EP 0194212 B1 ist ein Verfahren zum Nach- 
weis einer Erythrozyten- Agglutination bekannt, bei dem 
eine Mischung von Serum und roten Blutk6rperchen 
nach einer Inkubation in ein Gelmilieu gegeben wird, 

is das antikOrperhaltig oder antikflrperfrei ist. Diese 
Mischung wird im weiterem Verlauf Sedimentationsbe- 
dingungen unterworfen, die eine Trennung von Serum 
und roten BlutkOrperchen gewahrleisten, einen Kontakt 
von Blutzellen und AntikOrpern im Gel ermGglichen und 

20 agglutinierte Erythrozyten zurOckhalten, wahrend nicht 
agglutinierte Erythrozyten im Gel sedimentieren. Auf- 
grund der Eigenfarbe der Erythrozyten wird das unter- 
schiedliche Sedimentationsverhalten von isolierten 
Erythrozyten und Agglutinaten visuell abgelesen. Die 

25 Agglutination beruht auf eine Antigen- AntikOrperreak- 
tion, die zu einer Vernetzung der beteiligten Zellen fuhrt 
mit Ausbildung grflBerer Agglutinate, die das Gel nicht 
passieren ktinnen. Diese Methode findet in der Blut- 
gruppenserologie Anwendung. 

30 Zur Bestimmung der Antigenitat von Blutzellen mit- 
tels fluoreszenzmarkierter AntikOrper ist das Verfahren 
der DurchfluBzytometrie etabliert. Hierbei durchstrO- 
men markierte Zellen hintereinander eine dunne Kapil- 
fare, die zentral von einem Laserstrahl durchleuchtet 

35 wird. Passiert eine Zelle den Laserstrahl entstehen 
Streulicht- und Fluoreszenzimpulse, die uber Detekto- 
ren erfaBt werden. Die Streulichtimpulse ermtiglichen 
eine Zuordnung der Zeliart. Die Fluoreszenzimpulse, 
die durch Bindung spez'rfischer fluoreszenzmarkierter 

40 AntikOrper entstehen, erlauben den Nachweis von 
Oberflachenantigenen der Zelle. Das Verfahren der 
DurchfluBzytometrie hat sich u.a. bei der Immunphano- 
typisierung der Leukamien, der HLA-Typisierung vor 
Transplantationen, dem CD34-Monitoring im Rahmen 

45 der Blutstammzellseparation und der Bestimmung von 
Thrombozytenantigenen bewahrt 

Das Verfahren der Zentrifugaianalyse wurde von 
Norman G. Anderson bereits in den sechziger Jahren in 
Analytical Biochemistry, Vol. 23, 207-218 (1968) unter 

so dem Titel "Analytical Techniques for Cell Fraktions" und 
in Science, Vol. 166, 317-324, (1969) unter dem Titel 
"Computer Interfaced Fast Analyzers" beschrieben. Bei 
der Zentrifugaianalyse werden Untersuchungsmaterial 
und Reagenzien primar in getrennte Kammern eines 

55 Kuvettenrotorsystems gebracht. AnschlieBend werden 
sie durch Anzentrifugieren in der MeBkammer des 
KQvettenrotorsystems zusammengefuhrt. Die Messung 
der Lichttransmission im Reaktionsansatz erfolgt in der 
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Art, daB jeweils innerhalb einer Rotorumdrehung die 
Lichttransmissionswerte aller MeBkammern photome- 
trisch registriert werden. Somit wird insbesondere durch 
die Zentrifugalanalyse ermflglicht, elne erhebliche 
Anzahl von gleichen Untersuchungen parallel neben- 
elnander her ablaufen zu lassen. 

In vielen folgenden Patentanmeldungen, z.B. US 
41 35883, US 3713775, DE 3044385 A1, DE 3314961 
A1 wurde im Zuge der Weiterentwicklung dieses Analy- 
senprlnzips die Form der Rotoren immer komplizierter 
gestaltet Oder die Rotortemperierung wurde weitestge- 
hend optimfert. In US 3713775 wurde zudem der Ein- 
satz von Vollblut im Sinne einer weiteren Automatisation 
vorgesehen. Dabei findet in einer integrierten Zentri- 
fuge eine Fraktionierung der zelluiaren Bestandteile und 
des Serums statt. 

In US 5 525 240 wird eine Vorrichtung und ein Ver- 
fahren off enbart, bei dem die Zentrif ugation eines f Itissi- 
gen Gemisches in einem Zentrifugenrflhrchen in der 
Absicht erfolgt, Komponenten des flussigen Gemisches 
mit unterschiedlicher Sedimentationsrate zu separie- 
ren. Dazu wird das Gemisch vorab mit Testpartikel ver- 
setzt, die f luoreszenzmarkiert sind und die in etwa das 
gleiche Sedimentationsverhalten aufweisen, wie die 
eigentlich interessierenden Bestandteile des Gemi- 
sches. Die Sedimentation der Testpartikel wird wahrend 
der Zentrifugation verfolgt uber ein Laser-Array mit kor- 
respondierenden Photodektoren, die infixierter radiarer 
Ausrichtung das Zentrifugenrflhrchen mit dem Gemisch 
wahrend der Zentrifugation umgeben. Auf die Weise 
kann eine Detektion des Sedimentationsverhaltens der 
Testpartikel im Rflhrchen stattfinden. Die Zentrifugen- 
geschwindigkeit und Zentrifugationsdauer wird in 
Abhangigkeit des Sedimentationsverhaltens der Test- 
partikel gesteuert, sodaB insgesamt eine optimale 
Separation der interessierenden Bestandteile erzielt 
wird. 

In US 3 679 367 wird eine Vorrichtung zur Messung 
des Partikelanteils (Packed Volume) am Gesamtvolu- 
men eines flussigen Gemisches offenbart. Dabei wer- 
den z.B. Blutproben uber eine spezielle axiale 
Einfuhrungsvorrichtung nacheinander in ein kontinuier- 
lich laufendes Zentrifugenrotorsystem geladen. Im Zen- 
trifugenrotor werden die Blutproben unter der 
Einwirkung der Zentrifugalkraft in eine peripher lokali- 
sierte Kapillarkammer befGrdert. Diese ist offenendig 
und hat eine serpentinenartige radiar ausgerichtete 
Konfiguration, d.h. die Kapillare ISuft in sich zurQck und 
bildet peripher eine Auffangschleife aus. Dadurch wird 
erzielt, daB ein fixes Volumen der zugefiihrten Blut- 
probe in der Schleife retiniert wird. In der Folge tritt 
unter der Einwirkung der Zentrifugalkraft eine Sedimen- 
tation der festen Bestandteile der Blutprobe ein. Clber 
eine Optik mit einer Lichtquelle und einem Lichtsensor, 
die in Htihe der Kapillarschleife zu beiden Seiten des 
Zentrifugenrotors angebracht sind, wird der Sedimenta- 
tionsvorgang abgescannt. Dabei ist in den Strahlen- 
gang ein uber einen Motor drehbarer Spiegel 



angebracht, der eine Ablenkung des Lichtstrahles uber 
die voile LSnge der Kapillarschleife ermflglicht. Eine 
nachgeschaltete Elektronik gewahrleistet die Auswer- 
tung der Sedimentationsergebnisse und die Errech- 

5 nung des "Packed volume". 

Aus DE 4041554 C2 ist ein Verfahren zur Zentrifu- 
galanalyse bekannt, bei dem die Sedimentationskinetik 
von Blutzellen, Hamagglutinaten und AntigenAntikflr- 
perkomplexen unter Einwirkung von Zentrif ugalkraften 

10 registriert wird. Dabei wird speziell eine lichtoptische 
Messung durch mehrere stufenweise radiar angeord- 
nete Photometer, Ret lektometer bzw. Zeilendioden oder 
Qber ein radiar bewegliches Photometer bzw. Ref lekto- 
meter uber der gesamten MeBkammer durchgefDhrt. 

15 Beim Verfahren nach EP 0194212 B1 findet eine 
Bestimmung von Oberfiachenantigen oder Struktur- 
merkmalen von Erythrozyten durch eine Agglutinations- 
reaktion unter Verwendung nichtmarkierter spezif ischer 
Antiktirper statt. Nur aufgrund der Eigenfarbe der Ery- 

20 throzyten kann eine Ablesung des Sedimentationsver- 
haltens dieser Zellen erfolgen. Bestandteile ohne 
Eigenfarbe sind einer Untersuchung hierbei nicht 
zuganglich. Als Standardverfahren zur Erfassung von 
Oberfiachenantigenen oder Strukturmerkmalen von 

25 Zellen, Partikeln oder Makromolekulen unter Verwen- 
dung fluoreszenzmarkierter AntikOrper oder Liganden 
gilt die oben beschriebene DurchfluBzytometrie. Trotz 
ihrer gut reproduzierbaren Ergebnisse ist die DurchfluB- 
zytometrie als ein technisch aufwendiges und kosten- 

30 und zeitintensives Verfahren einzustufen, welches 
immer nur die gleichzeitige Durchfuhrung einer einzigen 
Analyse erlaubt. Bei einer grOBeren Analysenzahl wer- 
den rasch die Grenzen dieser Methode erreicht. Alle 
aufgefUhrten Verfahren zur Zentrifugalanalyse sind zur 

35 Erfassung von Oberfiachenantigenen oder Struktur- 
merkmalen von Zellen, Partikeln oder Makromolekulen 
unter Verwendung spezifischer fluoreszenzmarkierter 
Antikfirper oder Liganden nicht geeignet. In DE 
4041554 C2 erfolgt zwar eine ortsaufgelOste Transmiss- 

40 ions- bzw. Reflexionsmessung in den MeBkammern 
von KQvetten, jedoch ist keine Aufschichtung der 
Bestandteile uber ein flussiges oder gelartiges Medium 
vorgesehen, sodaB auch keine bandenartige Auftren- 
nung der Bestandteile erfolgt. Daruberhinaus ist in kei- 

45 nem der aufgef uhrten Verfahren zur Zentrifugalanalyse 
eine ortsaufgeloste Messung der Fluoreszenzintensitat 
vorgesehen. Letzteres setzt eine radiar bewegliche 
Optik voraus, die eine punktfflrmige monochromatische 
Anregungsstrahlung erzeugt in einem fluoreszenzanre- 

50 gendem spektralem Bereich und einen Fluoreszenzde- 
tektor beinhaltet, der auf den jeweiligen Anregungsort 
im Medium fokusiert ist und der Ober einen Emissions- 
monochromator verfOgt, der nur im spektralen Bereich 
des erzeugten Fluoreszenzlicht durchiassig ist, und die 

55 Welleniange des Anregungsstrahls unterdruckt. 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein Ver- 
fahren und eine Vorrichtung anzugeben, welches zur 
Erfassung von Oberfiachenantigenen oder Struktur- 
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merkmalen von Zellen, Partikeln oder Makromolekulen 
unter Verwendung spezrfischer fluoreszenzmarkierter 
AntikCrper oder Liganden geeignet ist und daruberhin- 
aus technisch einfach realisiert werden kann und einen 
hohen Probendurchsatz ermOglicht. 5 

Die Aufgabe wird erf indungsgemaB dadurch gelflst, 
daB eine Fluoreszenzmarkierung von Oberfiachenanti- 
genen oder Struktur merkmalen von Zellen, Partikeln 
oder Makromolekulen stattfindet, und zwar durch Inku- 
bation mit Reagenzien, die fluoreszenzmarkierte Anti- 10 
ktirper oder Liganden belnhalten. Die fluoreszenz- 
markierten Bestandteile werden anschlieBend einem 
flussigen oder gelartigen Medium aufgeschichtet, das 
sich in lichtdurchiassigen ReaktionsgefaBen befindet. 
Die lichtdurchiassigen ReaktionsgefaBe werden z.B. in is 
einer radiaren Anordnung auf einem Rotor zentrifugiert, 
sodaB eine Sedimentation und/oder Auftrennung der 
fluoreszenzmarkierten Bestandteile im Medium resul- 
tiert. Alternativ kflnnen auch nichtmarkierte Zellen, Par- 
tikel oder Makromolekule In lichtdurchiassigen 20 
Reaktionsgefaf3en auf ein flitesiges oder gelartiges 
Medium aufgeschichtet werden, in das fluoreszenzmar- 
kierte AntikOrper oder Liganden gel&st sind. Bei Zentri- 
fugation der lichtdurchiassigen ReaktionsgefaBe z.B. in 
einer radiaren Anordnung auf einem Rotor tritt eine 25 
Sedimentation und/oder Auftrennung der Bestandteile 
ein. Schon wahrend der Zentrifugation treten die 
Bestandteile im Medium in Kontakt mit f luoreszenzmar- 
kierton AntikOrpern oder Liganden, sodaB eine Fluores- 
zenzmarkierung stattfindet. Nach der Zentrifugation 30 
findet durch eine Lichtquelle mit einem fluoreszenzan- 
regenden spektralen Bereich eine Fluoreszenzanre- 
gung der fluoreszenzmarkierten Bestandteile in den 
lichtdurchiassigen ReaktionsgefaBen statt. Dabei tritt 
eine ortsaufgelflste Anderung der Fluoreszenzintensitat 35 
im Medium auf, z.B. mit spezifischen Bandenmustern, 
die visuell ausgewertet werden kGnnen oder uber einen 
Scanner mit einer beweglichen Optik, die einen punkt- 
fdrmigen monochromatischen Anregungsstrahl erzeugt 
und einen Fluoreszenzdetektor beinhaltet, der auf den 40 
jeweiligen Anregungsort im Medium fokusiert ist, 
abgescannt werden. Alternativ kann das Fluoreszenz- 
muster mit dem CCD-Sensor einer Kamara erfaBt wer- 
den und nach der Digitalisierung uber ein nach- 
geschaltetes Computerprogramm ausgewertet werden. 45 
Neben einer Auswertung der ortsaufgelSsten Fluores- 
zenzintensitat nach AbschluB der Zentrifugation ist 
auch eine Auswertung wahrend der Zentrifugation Ciber 
eine Zentrifugalanalyse mflglich. Dabei werden die 
Fluoreszenzintensitaten uber den ReaktionsgefaBen, so 
die in radiarer Anordnung auf einem Rotor angeordnet 
sind, mittels einer stationaren oder radiar beweglichen 
Optik wahrend der Zentrifugation orts- und/oder zeitauf- 
gelCst registriert. Die Optik erzeugt dabei einen punkt- 
ftir migen monochromatischen Anregungsstrahl, der auf ss 
das Medium innerhalb der lichtdurchiassigen Reakti- 
onsgefaBe ausgerichtet ist, Trifft der Strahl auf fluores- 
zenzmarkierte Bestandteile, wird eine ungerichtete 



Fluoreszenzstrahlung erzeugt, die durch einen Fluores- 
zenzdetektor erfaBt wird, der auf den jeweiligen Anre- 
gungsort im ReaktionsgefaB fokusiert ist. Dabei ist 
gewahrleistet, daB wahrend der Zentrifugation jeweils 
innerhalb einer Rotorumdrehung die Fluoreszenzinten- 
sitatswerte in alien lichtdurchiassigen Reaktionsgefa- 
Ben erfaBt werden und daB bei radiarer Bewegung der 
Optik eine orts- und zeitaufgelflste Messung der Fluo- 
reszenzintensitaten uber den ReaktionsgefaBen erfolgt. 
Die Steuerung des Rotors, der radiaren Bewegung der 
Optik und die MeBwertaufnahme erfolgt uber eine 
Schnittstelle durch eine Zentraleinheit. Die Zentralein- 
heit gewahrleistet weiter die Verarbeitung der MeB- 
werte. 

Die mit der Erfindung erzielten Vorteile gegenuber 
dem bisherigen Standardverfahren der DurchfluBzyto- 
metrie sind in der einfachen Technik begrOndet, die 
einen hohen Probensatz bei geringem Kostenaufwand 
ermOglicht. 

Ein Ausfuhrungsbeispiel der Erfindung ist in der 
Zeichnung dargestellt und wird im foigenden naher 
beschrieben. 

Fig. I zeigt einen Querschnitt durch eine Vorrichtung 
zur automatischen Auswertung des Verfahrens, wobei 
die wesentlichen Bestandteile herausgestellt werden. 
Auf die Darstellung bekannter Automatisationsmecha- 
nismen wurde bewuBt verzichtet. 

Fig.ll zeigt drei verschiedene Phasen des verfah- 
rensgemaBen Reaktionsablaufes in drei lichtdurchiassi- 
gen ReaktionsgefaBen in vergrflBerter Darstellung. 

In Fig. I ist ein Rotor (2) befestigt auf der Achse 
eines Motors (1) dargestellt. Der Rotor (2) ist in einer 
zylinderfOrmigen Einfassung (4) positioniert, die peltier- 
elementgesteuert (5) beheizt wird. In den Rotor (2) sind 
radiare Aussparungen eingelassen zur Aufnahme von 
lichtdurchiassigen ReaktionsgefaBen (3). Eine Optik, 
bestehend aus einer monochromatischen Lichtquelle 
(6), einem Fluoreszenzdetektor (7) und einer Halterung 
(8) ist beweglich gelagert und radiar uber eine Zahn- 
stange (9) und einen Schrittmotor (10) uber den Rotor- 
radius verschiebbar. 

In Fig.ll sind drei lichtdurchiassige Reaktionsge- 
faBe in einer vergrOBerten Darstellung Obereinander 
angeordnet. Die lichtdurchiassigen ReaktionsgefaBe 
sind einseitig verschlossene Kapillaren, die an der offe- 
nen Seite konisch aufgeweitet sind und hier uber 
getrennte Kammern zur Aufnahme von Probe und Rea- 
genz verfQgen. Die Kapillaren sind bis auf die konische 
Aufweitung mit einem Medium vorgefullt. Der obere 
Meniskus des Mediums ist am inneren Konusrand 
angedeutet. Im oberen ReaktionsgefaB sind in den 
getrennten Kammern eine Zellsuspension und ein Rea- 
genz mit fluoreszenzmarkierten AntikOrpern vorgelegt. 
Dies ist der Ausgangszustand vor Zentrifugation. Im 
mittleren ReaktionsgefaB ist die Situation zu Beginn der 
Zentrifugation dargestellt. Jetzt werden die Zellsuspen- 
sion und das Reagenz in die konische Aufweitung 
geschleudert und dem Medium aufgeschichtet. Hierbei 
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vermischt sich die Zellsuspension mit dem Reagenz 
und es findet eine Fluoreszenzmarkierung der Zellen 
statt. Im unteren ReaktionsgefaB ist die Sedimentation 
der fluoreszenzmarkierten Zellen im Medium nach lin- 
gerer Zentrifugation dargestellt. Dabei sind unter- 
schiedliche Zellarten im Medium unterschiedlich weit 
sedimentiert, sodaB zellspezifische Banden entstehen. 
Trifft wahrend der Zentrifugalanalyse bei der radiaren 
Bewegung der Optik ein monochromatischer Lichtstrahl 
eines fluoreszenzanregenden spektralen Bereiches auf 
eine fluoreszenzmarkierte Zelle, so entsteht Fluores- 
zenz- und Streulicht. Der Strahlengang ist angedeutet. 

PatentansprOche 

1 , Verfahren zur Erfassung von Oberf lachenantigenen 
Oder Strukturmerkmalen von Zellen, Partikeln oder 
Makromolekulen, bei dem die zu untersuchenden 
Bestandteile mittels fluoreszenzmarkierter Antiktir- 
per oder Liganden einfach- oder mehrfachfluores- 
zenzmarkiert werden, 

dadurch gekennzeichnet, daB in lichtdurchiassigen 
ReaktionsgefaBen fluoreszenzmarkierte Bestand- 
teile einem flQssigen oder gelartigen Medium auf- 
geschichtet werden oder nichtmarkierte Bestand- 
teile einem flussigen oder gelartigem Medium mit 
fluoreszenzmarkierten Antikflrpern oder Liganden 
aufgeschichtet werden, daB eine Zentrifugation der 
ReaktionsgefaBe auf einem Rotor die Sedimenta- 
tion und/oder Auftrennung der Bestandteile im 
Medium verursacht und bei primarer Aufschichtung 
nicht markierter Bestandteile auf ein f lussiges oder 
gelartiges Medium mit fluoreszenzmarkierten Anti- 
kdrpern oder Liganden eine Bindung zwischen den 
nichtmarkierten Bestandteilen an die fluoreszenz- 
markierten AntikGrper oder Liganden eintritt, daB 
die Sedimentation und/oder Auftrennung der fluo- 
reszenzmarkierten Bestandteile im Medium bei 
Anregung mit Licht eines fluoreszenzanregenden 
spektralen Bereiches mit einer orts- und/oder zeit- 
aufgel&sten Anderung der Fluoreszenzintensitat im 
Medium einhergeht, die entweder nach AbschluB 
der Zentrifugation gegenuber einer Lichtquelle mit 
fluoreszenzanregendem Spektrum visuell abgele- 
sen oder uber Scanner oder Kamara maschinell 
erfaBt wird oder deren Registrierung wahrend der 
Zentrifugation durch Zentrifugalanalyse erfolgt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, 

dadurch gekennzeichnet, daB bei der Zentrifugal- 
analyse neben einem Rotor zur Aufnahme licht- 
durchiassiger ReaktionsgefaBe eine stationare 
oder radiar bewegliche Optik eingesetzt wird, die 
eine punktftirmige monochromatische Anregungs- 
strahlung in einem fluoreszenzanregenden spek- 
tralen Bereich erzeugt und die Fluoreszenz- 
detektoren beinhaltet, die auf den jeweiligen Anre- 
gungsort in den lichtdurchiassigen Reaktionsgefa- 



Ben fokusiert sind und nur im spektralen Bereich 
des Fluoreszenzlichtes empfindlich sind und daB 
die Optik wahrend der Zentrifugation jeweils inner- 
halb einer Rotorumdrehung die Fluoreszenzintensi- 

5 tatswerte in alien lichtdurchiassigen Reaktions- 
gefaBen erfaBt und bei radiarer Bewegung eine 
orts- und zeitaufgeloste Messung der Fluoreszen- 
zintensitaten uber der gesamten Lange der licht- 
durchiassigen ReaktionsgefaBe ermoglicht, oder 

w daB bei einer stationaren Optik ein radiar bewegli- 
cher Rotor realisiert wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 , 

dadurch gekennzeichnet, daB orts- und zeitgleich 
15 zur Messung der Fluoreszenzintensitat im Reakti- 
onsgefaB zusatzlich eine Messung der Lichttrans- 
mission oder der Lichtref lexion erfolgt. . 

4. Verfahren nach Anspruch 1 , 

20 dadurch gekennzeichnet, daB die zu untersuchen- 
den Bestandteile unabhangig von der notwendigen 
Fluoreszenzmarkierung vor der Aufschichtung auf 
das Medium eine Reaktion mit weiteren Substraten 
eingehen oder wahrend der Zentrifugation eine 

25 Reaktion mit weiteren im Medium gelosten Sub- 
straten eingehen, die entweder lysierende Wirkung 
entfalten, das Sedimentationsverhalten der 
Bestandteile verandern, eine funktionsaktivierende 
Wirkung auslosen oder die Bindung der fluores- 

30 zenzmarkierten Antikflrper oder Liganden beein- 
flussen. 

5. Vorrichtung zur Durchfiihrung des Verfahrens nach 
Anspruch 1,2,3 oder 4 mit einem motor- oder 

35 schrittmotorgetriebenen (1) Rotor (2), in den radiar 
angeordnete Aussparungen eingelassen sind, die 
zur Aufnahme von lichtdurchiassigen Reaktionsge- 
faBen (3) dienen und mit einer Optik (6,7,8) zur 
Messung der Fluoreszenzintensitat, 

40 dadurch gekennzeichnet, daB die Optik (6,7,8) sta- 
tionar oder radiar beweglich angeordnet ist und 
eine Lichtquelle (6) mit einem monochromatischen 
punktfflrmigen Anregungsstrahl und einem auf den 
Anregungsort im ReaktionsgefaB (3) fokusierten 

45 Fluoreszenzdetektor (7) beinhaltet. 

6. Vorrichtung zur Durchfuhrung des Verfahrens nach 
Anspruch 1,2,3 oder 4 mit einem motor- oder 
schrittmotorgetriebenen (1) Rotor (2), in den radiar 

so angeordnete Aussparungen mit vertikalen Licht- 
schlitzen eingelassen sind, die zur Aufnahme von 
lichtdurchiassigen ReaktionsgefaBen (3) dienen 
und mit einer Optik (6,7,8) zur kombinierten Mes- 
sung der Fluoreszenzintensitat sowie der Licht- 

55 transmission oder Lichtref lektion, 

dadurch gekennzeichnet, daB die Optik (6,7,8) sta- 
tionar oder radiar beweglich angeordnet ist und 
eine Lichtquelle (6) mit einem monochromatischen 
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punktfflrmigen Anregungsstrahl und Fluoreszenz- 
sowie Lichttransmissions- oder Lichtreflektionsde- 
tektoren (7) beinhaltet, die auf den Anregungsort im 
ReaktionsgefaB (3) fokusiert sind. 

5 

7. Vorrichtung nach Anspruch 5 oder 6, 

dadurch gekennzeichnet, daB der Rotor (2) in einer 
zylinderfflrmigen Einfassung (4) positioniert ist, 
deren Material eine hohe Warmeleitfahigkeit besitzt 
und deren Temperatur peltierelementgesteuert (5) w 
eingestellt wird. 

8. Vorrichtung nach Anspruch 5, 

dadurch gekennzeichnet, da(3 die Optik (6,7,8) aus 
einer monochromatischen Lichtqueile (6), z.B. in 15 
Form eines Lasers, aus einem Fluor eszenzdetektor 
(7) mit Emissionsmonochromator, Photomultiplier 
oder Fotodiode bzw. Fototransistor sowie aus einer 
Halterung (8) besteht. 

20 

9. Vorrichtung nach Anspruch 5 oder 6, 

dadurch gekennzeichnet, daB die Optik (6,7,8) auf 
einer Zahnstange (9) befestigt schrittmotorgetrie- 
ben (10) radiar zur Ausrichtung des Rotors (2) 
bewegt werden kann. 25 



stem ein Mechanismus zur automatischen Auf- 
nahme bzw. zum Abwurf von Pipettenspitzen 
integriert ist fur einen Pipettenwechsel zwischen 
den Pipettierschritten. 

16. Vorrichtung nach Anspruch 5,6,13,14 oder 15, 
dadurch gekennzeichnet, daB der Dosierer des 
Pipettiersystems Ober einen Dilutor verfOgt, der 
Volumina bis zu 2 ausreichend genau zu dosie- 
ren vermag. 

17. Vorrichtung nach Anspruch 5 oder 6, 

dadurch gekennzeichnet, daB in die Vorrichtung 
beheizte InkubatorblOcke zur Aufnahme von Unter- 
suchungsmaterial und Reagenzien integriert sind. 



10. Vorrichtung nach Anspruch 5 oder 6, 

dadurch gekennzeichnet, daB die Reaktionsgef&Be 
(3) aus einseitig verschlossenen Kapillaren beste- 
hen, die an der offenen Seite konisch aufgeweitet 30 
sind und hier optional getrennte Kammern zur Auf- 
nahme von Probe und Reagenz integriert werden 
ktfnnen, die vor Zentrifugationsbeginn eine Tren- 
nung von Reaktionspartnern gewahrleisten. 

35 

11. Vorrichtung nach Anspruch 5,6 oder 10, 
dadurch gekennzeichnet, daB die mit flussigem 
oder gelartigem Medium vorgefDIIten Reaktionsge- 
faBe (3) durch eine dQnne Folie luftdicht verschlos- 
sen sind. 40 



12. Vorrichtung nach Anspruch 5,6,10 oder 11, 

dadurch gekennzeichnet, daB mehrere Reaktions- 
gefaBe (3) zu einem kompakten Kranz aus Kunst- 
stoff als Einmalartikel zusammengefaBt sind. 45 



1 3. Vorrichtung nach Anspruch 5 oder 6, 

dadurch gekennzeichnet, daB ein Pipettiermecha- 
nismus zur Vorgabe von Probe und Reagenz vor- 
gesehen ist. so 

14. Vorrichtung nach Anspruch 5,6 oder 13, 
dadurch gekennzeichnet, daB eine integrierte 
Waschstation zur Reinigung des Pipettiersystems 
existiert. 55 



15. Vorrichtung nach Anspruch 5,6 oder 13, 

dadurch gekennzeichnet, daB in das Pipettiersy- 
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